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CONJUGUES D'UN VECTEUR PARTICULAIRE ET 
D' OLIGONUCLEOTIDES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHARMAC EUT I QUE S LES CONTENANT. 

5 L 1 invention se rapporte a des conjugues 

permettant I'adressage d' oligonucleotides, antisens et 
de ribozymes, dans les cellules, leur procede de 
preparation et les compositions pharmaceutiques les 
contenant . 

10 Les oligonucleotides constituent une classe 

de molecules particulierement interessante du fait de 
leur aptitude a former par hybridation des complexes 
specif iques avec des sequences d'acides nucleiques 
complementaires . Ces complexes peuvent se presenter sous 

15 la forme de duplexes resultant de 1 'hybridation 

d' oligonucleotides avec des sequences d'ADN simples 
brins ou avec des sequences d' ARN, comme de l'ARNm, ou 
encore sous forme de triplexes, par hybridation avec des 
molecules d'ADN doubles brins (1-6) . 

20 Les proprietes rappelees ci-dessous 

conferent aux oligonucleotides des possibilites 
d' applications remarquables pour 1' etude des genes et 
dans le domaine therapeutique (17). Ainsi, 1' invention 
se rapporte plus particulierement aux oligonucleotides 

25 antisens et aux ribozymes, dont on a deja etudie la 

capacite a inhiber specif iquement 1' expression de genes 
sur des modules in vitro (16, 18) et la proliferation 
des cellules in vivo (19, 20), ainsi que l'activite 
RNAse H des ribozymes. 

30 La fixation d' oligonucleotides et des 

ribozymes sur les ARNm conduit a 1 ' inhibition de la 
traduction dudit ARNm selon deux processus generaux, 
d'une part la degradation de cet ARNm ou des duplexes 
ARN/ADN par la ribonuclease H cellulaire (RNase H) ou 

35 par l'activite catalytique des ribozymes, d' autre part 

le blocage sterique de la machinerie cellulaire (1-9) . 
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L ' utilisation d • oligonucleotides 

chimiquement modifies permet d'ameliorer leur 
incorporation par la cellule et leur resistance aux 
nucleases (10), notamment les 3 • -exonucleases . Parmi, 
5 les modifications chimiques d' oligonucleotides proposees 

dans l'art anterieur, la plus prometteuse semble etre 
1 'utilisation d'analogues structuraux des 

oligonucleotides phosphodiesters comme les 

oligonucleotides phosphorothioates . Ceux-ci resistent au 

10 clivage par les nucleases et n'inhibent pas la 

degradation par la RNase H (28) . Ces avantages ont 
conduit a plusieurs etudes celullaires et de 
pharmacocinetique (18, 29, 30) ainsi qu'a des essais 
cliniques de ces composes comme agents antitumoraux et 

15 antiviraux (31) . Mais, la mise en evidence d'effets non- 

specifiques a limite considerablement 1 * enthousiasme de 
1 ' utilisation therapeutique des olignucleotides antisens 
(17, 32, 33) . 

En outre, une contrainte majeure de 

20 1' utilisation de ces oligonucleotides modifies reside 

dans le fait que les complexes d ' hybridation entre l'ARN 
et 1 ' oligonucleotide doivent etre suffisamment stables 
pour ne pas etre dissocies par la machinerie cellulaire. 
Ainsi, lorsque les oligonucleotides antisens ou les 

25 ribozymes sont diriges vers la region codante, ils sont 

separes de leur cible par les ribosomes de la traduction 
(11-15) . Cette dissociation peut etre evitee en 
associant aux oligonucleotides des reactifs capables de 
reagir spontanement , ou apres irradiation, avec l'ARN 

30 cible (3-6, 10, 11) . 

On connait par exemple la Demande de Brevet 
Internationale publiee sous le n° WO 90/12020 qui 
propose de coupler la f urocoumarine a un oligonucleotide 
par 1 ' intermediaire d'un sucre ribose ou deoxyribose. 

35 Les Demandes de Brevet Europeen n° 316 016, 

Internationale n° WO 89/06702 et Allemand 
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n° 3928900 . decrivent 1 1 utilisation de conjugues de 
psoralene et d' oligonucleotides pour bloquer 
1' expression genetique. La demande de Brevet Frangais 
n° 2 568 254, decrit 1 'application de composes 

5 oligonucleotides lies a un agent intercalant pour le 

blocage selectif d'une sequence d'acide nucleique, et 
plus particulierement 1 ' application de ces composes au 
blocage selectif in vivo de 1' expression d'un gene ou 
d'une sequence impliquee dans 1 1 initiation, la 

10 propagation ou la terminaison de la replication d'un 

acide nucleique, de la transcription d'un ou plusieurs 
genes et/ou de leur traduction. 

Toutefois, ces methodes chimiques presentent 
des inconvenients, car, 1* induction de pontages par des 

15 agents chimiques s'accompagne souvent de rections non 

specif iques, et 1' activation photochimique est difficile 
a mettre en oeuvre in vivo. 

L'ef f icacite des oligonucleotides antisens 
et de ribozymes est egalement limitee, d'une part du 

20 fait de leur nature polyanionique qui conduit a des 

interactions non-specif iques avec des molecules 
extracellulaires cationiques (21, 22), et d'autre part, 
en raison de leur faible diffusion au travers de la 
membrane plasmatique (23-25) . Afin de palier ces 

25 inconvenients, il est propose dans l'art anterieur 

d'utiliser, comme indique precedemment , des 
oligonucleotides chimiquement modifies ou des systemes 
de transport et de delivrance (27) . 

Les strategies d* encapsulation des 

30 oligonucleotides et de ribozymes semblent constituer une 

meilleure approche que les modifications chimiques pour 
favoriser a la fois le transport et la stabilite 
d* oligonucleotides non-modif ies, tout en conservant leur 
specificite d' hybridation. Ainsi, il a ete realise, dans 

35 l'art anterieur, 1 * encapsulation d 1 oligonucleotides dans 

des liposomes, dans des immunoliposomes (34, 35) ou des 
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liposomes sensibles au pH (36) . II a ete montre que 
1 'encapsulation permet une protection relative des 
oligonucleotides contre les nucleases et augmente leur 
delivrance dans des cellules. Malgre ces avantages, 
1 1 encapsulation d ' oligonuleotides dans des liposomes 
n'est pas entierement satisfaisante notamment en raison 
de problemes dans le rendement d' encapsulation. II a 
egalement ete envisage, dans I'art anterieur, que 
1 1 interaction entre des oligonucleotides conjugues au 
cholesterol avec des LDL naturels, permet de prolonger 
la demi-vie plasmatique des oligonucleotides (38), de 1 
a 10 minutes, et d'augmenter l'efficacite in vitro 
d' oligonucleotides antisens (39) . Toutefois, la 
preparation de LDL a partir de plasma humain et la 
faible stabilite des oligonucleotides ainsi associes 
demeurent des handicaps majeurs a leur utilisation 
therapeut ique . 

Des lipides cationiques, comme le DOTMA ou 
le DOTAP, deja connus pour la transfection d'ADN, 
pourraient egalement constituer des transporteurs 
d' oligonucleotides (40, 41) et de ribozymes . Leur 
efficacite a ete demontree, et plus particulierement les 
complexes oligonucleotides et DOTAP permettent une 
augmentation du transport et une diminution de la 
degradation intra et extra celullaire des 
oligonucleotides (41) . Mais la toxicite cellulaire de 
ces complexes limite leur utilisation dans des 
experiences in vitro (27, 42) ou pour une administration 
locale (43) . 

Plus recemment , 1 ' adsorption 

d' oligonucleotides sur des nanoparticules de 
polyalkylcyanoacrylate a permis de renforcer la 
protection contre la degradation par les nucleases (44) . 
L' inhibition de la croissance neoplastique chez des 
souris nudes a ete observee avec une concentration 
d' oligonucleotides adsorbes sur ces nanoparticules, 
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100 fois plus faible qu'avec des oligonucleotides libres 
(45). Mais les possibilites d' utilisation systemique de 
ces vehicules n'ont pas ete demontrees a ce jour. 

II n'existe done a ce jour aucun systeme de 
transport, d'adressage et de protection efficace des 
oligonucleotides, antisens et ribozymes, permettant leur 
utilisation therapeutique. 

La Demanderesse a developpe son expertise 
dans la preparation de vecteurs particulaires 
synthetiques, designes sous le terme general de 
Biovecteurs Supramoleculaires (BVSM) ou Biovecteurs, 
capables de fixer, et avantageusement de vectoriser, 
differentes substances ou principes actifs, et done 
utiles pour la fabrication de compositions 
pharmaceutiques . 

Un premier type de Biovecteurs 
Supramoleculaires, et son precede de preparation, a ete 
decrit dans le brevet europeen No. 344 040. 

II s'agit de particules comprenant de 
l'interieur vers l'exterieur : 

- un noyau central hydrophile non liquide 
constitue d'une matrice de polysaccharides ou 
d" oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules, pouvant etre modifies par des groupements 
ioniques divers; 

- un couche d'acides gras greffes par des 
liaisons covalentes au noyau; 

une ou plusieurs couches lipidiques 
constituees notamment de phospholipides . 

Les developpements de cette premiere 
generation de Biovecteurs Supramoleculaires ont conduit 
la Demanderesse a concevoir et preparer de nouveaux 
Biovecteurs Supramoleculaires, aux proprietes ameliorees 
notamment en fonction des principes actifs transportes. 
Les demandes de brevet interna tionales PCT publiees sous 
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les No. WO 92/21329, WO 92/21330, WO 94/23701, WO 
94/20078 et WO 96 06 638 decrivent ces Biovecteurs 
Supramoleculaires, leur fabrication, leur association a 
divers principes actifs et leur utilisation pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques . 

L • enseignement des demandes de brevets ci- 
dessus est incorpore dans la presente description par 
reference. 

L' association d'un Biovecteur 

Supramoleculaire avec des oligonucleotides a ete 
envisagee dans la demande de brevet internationale PCT 
No. WO 92/21330, dans le cadre d'un Biovecteur 
Supramoleculaire possedant un tropisme selectif pour un 
type de cellule, et presentant done la structure 
particuliere suivante : 

- un noyau hydrophile non liquide, 

- une premiere couche de nature lipidique 
liee au noyau par des liaisons covalentes, 

- une seconde couche de phospholipides liee 
a la premiere couche par des interactions hydrophobes, 

- des molecules d' apolipoproteine B greffees 
sur la couche de phospholipides ou de ligands proteiques 
ou peptidiques capables de reconnaitre specif iquement 
les recepteurs cellulaires des LDL. 

La possibility de 1 1 association d , un 
Biovecteur Supramoleculaire avec des oligonucleotides a 
egalement et6 presentee par les Inventeurs lors du "21st 
International Symposium on Controlled release of 
Bioactive Materials", qui s'est tenu du 27 au 30 Juin 
1994 a Nice (France) . Lors de cette presentation, il a 
ete propose d'utiliser des Biovecteurs Supramoleculaires 
pour augmenter l'efficacite therapeutique 

d' oligonucleotides non modifies. Les Biovecteurs 
Supramoleculaires envisages etaient du type decrit dans 
la demande de brevet internationale PCT WO 92 21 329 
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c'est a dire constitues d'un noyau de polysaccharides 
reticules par 1 ' epichlorhydrine, f onctionnalise par du 
chlorure de glycidyltrimethylammonium afin de faire 
apparaitre des charges positives, et recouvert d'une 

5 premiere couche d'acides gras et d'une seconde couche 

lipidique. II etait propose d'associer les noyaux acyles 
aux oligonucleotides par simple melange en milieu 
aqueux, puis de realiser la couche externe lipidique par 
melange des noyaux acetyles associes aux 

10 oligonucleotides avec une solution de lipide. 

Les travaux de recherche menes par la 
Demanderesse depuis ce symposium, lui ont permis de 
mettre en evidence, comme indique dans les exemples 

15 rapportes ci-apres, que I'efficacite d'une association 

d'un Biovecteur Supramoleculaire et d' oligonucleotides 
ne relevait pas d'une simple incorporation des 
oligonucleotides dans le Biovecteur Supramoleculaire, 
mais necessite la formation d'un conjugue ionique qui 

20 doit etre stable dans un milieu biologique presentant 

les caracteristiques ioniques du plasma sanguin, et 
permettre le transport, la protection et l'adressage 
d' oligonucleotides, antisens ou ou ribozymes, dans les 
cellules et avantageusement dans leur cytoplasme. En 

25 outre, il s'agit de preparer des conjugues dont le taux 

d* association d' oligonucleotides est maximal afin 
d' assurer I'efficacite optimale de l'effet desire. 

Or, un tel conjugue ionique stable etabli 
entre, d'une part les charges positives du noyau et, 

30 d' autre part, des oligonucleotides polyanioniques, ne 

peut etre obtenu que si le taux de reticulation de la 
matrice et le niveau de charges positives du noyau sont 
rigoureusement definis. 

Les travaux ayant conduit a la presente 

35 invention ont ete realises grace aux connaissances de la 

Demanderesse sur les procedes de fabrication des 
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Biovecteurs Supramoleculaires , qui lui ont permis 
d'etudier les possibilities de modulation du degre de 
reticulation de la matrice polysaccharidique et 
d'ajustements du niveau de charges cationiques du noyau. 

5 L ' invention a done pour but de f ournir de 

nouveaux moyens de transport, de protection et 
d'adressage d' oligonucleotides dans les cellules, 
notamment a des fins therapeutiques . Ce but est atteint 
grace a un nouveau conjugue ionique, stable dans un 

10 milieu biologique, d'un vecteur particulaire comportant 

au mo ins un noyau hydrophile non liquide cat ionique et 
d 1 oligonucleotides polyanioniques , permettant de 
transporter dans les cellules et de proteger lesdits 
oligonucleotides capables de s'hybrider avec un ARNm 

15 cellulaire. 

L ' invention se rapporte plus 

particulierement a ion conjugue d'un vecteur particulaire 
et d' oligonucleotides, caracterise en ce que le vecteur 

20 particulaire comprend au moins un noyau hydrophile non 

liquide constitue d'une matrice de polysaccharides ou 
d* oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules et modifies par des ligands cationiques, dont 
le taux de charges positives est compris entre environ 

25 0,6 et 1,8 milliEquivalent de charges positives par 

gramme de noyau et le taux de reticulation est 
sensiblement celui obtenu par reticulation avec entre 5 
et 20% de mole d' epichlorhydrine par mole d'ose dans les 
polysaccharides ou oligosaccharides, et en ce que ledit 

30 vecteur particulaire est conjugue par des liaisons 

ioniques stables en milieu biologique a des 
oligonucleotides polyanioniques proteges par ledit 
vecteur particulaire, lesdits oligonucleotides etant 
capables de s'hybrider a un ARNm cellulaire. 


35 
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Les resultats rapportes dans les exemples 
ci-apres montrent les proprieties remarquables des 
conjugues selon 1' invention. Plus particulierement , il a 

ete observe que : 
5 - la quantite d* oligonucleotides conjuguee 

au vecteur particulaire est au moins egale et souvent 
tres superieure a celle possible avec les systemes de 
simple transport de l'art anterieur; en effet, de 
l'ordre de 1000 copies d'un oligonucleotide peuvent etre 
10 conjuguees au vecteur particulaire; 

- la demi-vie d* oligonucleotides dans le 
conjugue de 1' invention est augmentee d' environ 8 fois 
par rapport a celle d' oligonucleotides libres; 

1 ' internalisation des conjugues de 
15 1' invention dans les cellules permet d'augmenter 

d' environ 30 fois la quantite d' oligonucleotides passant 
la membrane cellulaire en 5 heures, et d' environ 10 fois 
la quantite d' oligonucleotides dans le cytosol desdites 
cellules. 

20 Les travaux realises par la Demanderesse sur 

les vecteurs particulaires et la preparation du conjugue 
de 1' invention, ont permis d'obtenir, de maniere 
surprenante par rapport aux speculations de l'art 
anterieur, des taux et des rendements d' association 

25 optimaux, puisque la Demanderesse est parvenue, dans des 

conditions optimales, a conjuguer 100% des 
oligonucleotides melanges aux vecteurs particulaires. 
Ces conditions optimales sont de l'ordre de 0 a 0,3 g 
d' oligonucleotides par gramme de vecteurs. 


30 


35 


Le vecteur particulaire du conjugue de 
1' invention comporte au moins un noyau hydrophile non 
liquide, dont la taille est generalement comprise entre 
10 nm et 5 pm et qui est constitue, de preference, d'une 
matrice de polysaccharides ou d' oligosaccharides 
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naturellement ou chimiquement reticule portant une 
charge globale cationique. 

Les polysaccharides de la matrice sont 
choisis dans le groupe comprenant le dextrane, l'amidon, 
5 la cellulose, leurs derives et substitues, leurs 

produits d'hydrolyse et leurs sels et esters. 

Une caracteristique essentielle du noyau, 
adaptee a la formation de conjugues avec des 
oligonucleotides, reside dans le taux de reticulation de 

10 la matrice. Ce taux de reticulation est defini par 

reference a la capacite de reticulation d'une quantite 
definie d' epichlorhydrine, qui est un agent de 
reticulation bien connu et decrit dans les demandes de 
brevet de la Demanderesse citees precedemment . Le taux 

15 de reticulation de la matrice permettant la realisation 

des conjugues de 1 ' invention est obtenu par reaction 
avec entre 5 et 20% de mole d' epichlorhydrine par mole 
d'ose dans les polysaccharides ou oligosaccharides 
constituant la matrice du noyau. 

20 Ce niveau de reticulation est determinant 

pour assurer la stabilite du conjugue de 1' invention 
dans les liquides biologiques du type du plasma sanguin. 
Or, sans cette stabilite, l'efficacite in vivo et in 
vitro des conjugues de 1 ' invention pour transporter et 

25 adresser les oligonucleotides dans les cellules cibles 

serait considerablement diminuee. 

Une autre caracteristique essentielle de la 
matrice hydrophile du noyau est d'etre ionisee 
positivement . Cette ionisation cationique est obtenue 

30 par greffage, sur la matrice hydrophile, de ligands 

portant des fonctions chargees positivement. 

Le taux de charges positives du noyau 
constitue, comme le taux de reticulation de la matrice 
hydrophile, une caracteristique essentielle du conjugue 

35 dont depend son efficacite. Le caractere cationique du 

noyau est en effet indispensable a la formation du 
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conjugue ionique de 1' invention avec des 
oligonucleotides polyanioniques . Mais ce caractere 
cationique doit etre rigoureusement defini de fagon a 
assurer la fonctionalite du conjugue dans une strategie 
therapeutique . Ainsi, les travaux de recherche menes par 
la Demanderesse ont etabli que le noyau doit posseder 
entre 0,6 a 1,8 milliEquivalent et de preference de 0,8 
a 1,6 milliEquivalent de charges positives par gramme de 
noyau pour assurer un niveau de conjugaison efficace 
avec les oligonucleotides. 

Les taux de reticulation et de charges 
positives du noyau definis ci-dessus sont determinants 
pour obtenir la conjugaison maximale entre le vecteur et 
les oligonucleotides, et assurer la stabilite et la 
faible toxicite des conjugues de 1' invention. 

Selon une forme de realisation particuliere 
de 1* invention, le noyau hydrophile non liquide est 
recouvert en totalite ou en partie d'au moins une couche 
de composes amphiphiles. Avantageusement ces composes 
amphiphiles sont choisis parmi les lipides et 
phospholipides naturels ou synthetiques, les ceramides, 
les acides gras, les glycolipides, les lipoproteines et 
les tensioactif s . L' invention envisage plus 
particulierement , des vecteurs particulaires dont le 
noyau hydrophile non liquide est recouvert en totalite 
ou en partie d'une couche externe constitute : 

- essentiellement de phospholipides naturels 
ou synthetiques et/ou de ceramides, eventuellement 
associes a d'autres composes amphiphiles, ou 

- d' acides gras naturels fixes au noyau par 
des liaisons covalentes. 

Une autre forme de realisation d'un conjugue 
de 1' invention consiste a utiliser des Biovecteurs du 
type decrit dans le brevet europeen No. 344 040, c'est a 
dire comportant un noyau central precedemment defini, 
recouvert en totalite ou en partie de deux couches de 
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composes amphiphiles . Les composes amphiphiles sont ceux 
decrits precedemment . Dans cette forme de realisation, 
on prefere plus particulierement le cas d'un noyau 
central recouvert en totalite ou en partie d'une 
5 premiere couche d'acides gras, elle-meme recouverte en 

totalite ou en partie d'un couche lipidique. 

La mise en oeuvre de vecteurs particulaires 
comportant au moins une couche amphiphile permet 

10 avantageusement d'associer au conjugue de 1* invention un 

principe actif supplementaire utile pour le transport, 
l'adressage ou la presentation du conjugue au niveau de 
la membrane de la cellule, dans le cytoplasme ou lors de 
1 'hybridation avec un ARNm cible. Mais 1 ' association 

15 d'un principe actif supplementaire peut etre egalement 

realisee au niveau du noyau du vecteur particulaire du 
conjugue. 

Les oligonucleotides conjugues au vecteur 

20 particulaire de 1* invention sont des 

oligodesoxyribonucleotides ou oligoribonucleotides 
naturels ou modifies, eventuellement marques, comportant 
de I'ordre de 5 bases jusqu'a une centaine de bases. De 
tels marquage(s) et/ou modification (s) sont acceptable 

25 dans le cadre de 1* invention, s'ils ne changent pas 

substantiellement le caratere polyanionionique de 
1* oligonucleotide. Les oligonucleotides conjugues au 
vecteur particulaire de 1' invention couvrent egalement 
les antisens et les ribozymes. Le vecteur particulaire 

30 selon 1 ' invention peut etre conjugue a plusieurs 

dizaines jusqu'a de I'ordre de 1000 copies d'un meme 
oligonucleotide, ou etre conjugue a plusieurs 
oligonucleotides de sequences differentes, et dans ce 
cas, chaque oligonucleotide de sequence differente doit 

35 etre present a environ de I'ordre de 100 copies. 
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L ' invention se rapporte aussi a des 
compositions pharmaceutiques comprenant un ou plusieur 
conjugues selon 1' invention ou leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables, disperses dans des 

5 excipients pharmaceutiquement acceptables . Ces 

compositions pharmaceutiques peuvent etre par exemple 
administrees par voie systemique ou encore etre 
appliquees localement, les excipients ou vehicules 
utilises sont choisis pour etre compatibles avec le mode 

10 d" administration ou d' application retenu. 

L' invention concerne egalement le conjugue 
defini precedemment destine a etre utilise pour adresser 
un oligonucleotide dans une cellules et notamment dans 
15 le cytoplasme. 

L' invention a en outre pour objet les 
vecteurs particulaires mis en oeuvre dans les conjugues 
decrits precedemment. Ces vecteurs particulaires sont du 

20 type comprenant au moins un noyau hydrophile non liquide 

cationique constitue d'une matrice de polysaccharides ou 
d' oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules portant une charge globale cationique et 
presentant au moins une des caracteristiques suivantes : 

25 - le taux de reticulation est sensiblement 

celui obtenu par reticulation avec entre 5 et 20% de 
mole d ■ epichlorhydrine par mole d'ose dans les 
polysaccharides ou oligosaccharides; 

ladite matrice de polysaccharides ou 

30 d' oligosaccharides naturellement ou chimiquement 

reticules est modifiee par des ligands cationiques, dont 
le taux de charges positives est compris entre 0,6 et 
1,8 milliEquivalents et avantageusement entre 0,8 et 1,6 
milliEquivalent de charges positives par gramme de 

35 noyau . 
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Selon une forme de realisation particuliere 
du vecteur particulaire de 1 * invention, le noyau 
hydrophile non liquide est recouvert en totalite ou en 
partie d'au mo ins une couche de composes amphiphiles. 

5 Avantageusement ces composes amphiphiles sont choisis 

parmi les lipides et phospho lip ides naturels ou 
synthetiques, les ceramides, les acides gras, les 
glycolipides, les lipoproteines et les tensioactif s . 
L* invention envisage plus particulierement , des vecteurs 

10 particulaires dont le noyau hydrophile non liquide est 

recouvert en totalite ou en partie d'une couche externe 
constitute : 

- essentiellement de phospho lipides naturels 
ou synthetiques et/ou de ceramides, eventuellement 

15 associes a d'autres composes amphiphiles, ou 

- d' acides gras naturels fixes au noyau par 
des liaisons covalentes . 

Les resultats rapportes dans les exemples 
20 ci-apres, montre qu*un vecteur particulaire comprenant 

au moins un noyau hydrophile non liquide cationique, est 
avantageusement utilisable pour adresser des 
oligonucleotides au cytoplasme d'une cellule. 

Comme indique precedemment, les 

25 oligonucleotides adressees dans le cytoplasme d'une 

cellule sont des oligoribonucleotides ou 

oligodesoxyribonucleotides, antisens ou ribozymes, 
eventuellement marques, naturels ou modifies des lors 
que le marquage ou la modification ne change pas 
30 substantiellement le caratere polyanionique des 

oligonucleotides . 

L ' invention concerne egalement les procedes 
de preparation des conjugues ioniques definis 
35 precedemment. En effet, les procedes decrits dans l'art 

anterieur ne permettent pas d'obtenir des conjugues 
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presentant toutes les proprietes requises pour une 
strategie antisens ou ribozyme. Les travaux de recherche 
realises par la Demanderesse sur la preparation de 
conjugues lui ont permis de definir des procedes 
5 permettant d'obtenir de facon reproductible des 

conjugues f onctionnels . 

Un tel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation du noyau cationique : 

10 - en melangeant un polymere hydrophile, de 

nature polysaccharidique ou oligosaccharidique, 
chimiquement ou naturellement reticule avec un agent de 
reticulation dans un rapport compris entre 0,06 et 0,2 
mole, et de preference entre 0,1 et 0,15 mole, d' agent 

15 de reticulation par unite d'ose dans le polysaccharide 

ou 1 ' oligosaccharide, 

- en ajoutant au melange ci-dessus un ligand 
cationique de facon a obtenir un taux de charge du noyau 
compris entre 0,6 et 1,8 et de preference entre 0,8 et 

20 1,6 millEquivalent par gramme de noyau ; 

b) le chargement des oligonucleotides 
polyanioniques : 

- en ajoutant, sous agitation, au noyau 
prepare a l'etape (a), entre environ 0,02 et 0,4 gramme, 

25 et de preference entre 0,05 et 0,2 gramme, 

d' oligonucleotide par gramme de noyau, selon un debit 
compris entre environ 0,25 ug d 1 oligonucleotide par mg 
de noyau et par heure et 6mg par mg de noyau et par 
heure, et de preference entre 4 ug/mg /heure et 1 

30 mg/mg/heure, a une temperature comprise entre environ 

20°C et 60°C et de preference entre 40°C et 50°C. 

Selon le type de vecteur particulaire 
entrant dans la composition du conjugue de 1' invention, 
le procede ci-dessus peut comprendre des amenagements a 

35 l'etape (a) . 
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Pour la preparation de vecteur particulaire 
dont le noyau est recouvert en totalite ou en partie 
d'une ou deux couches de composes amphiphiles, l'etape 
(a) comprend en outre, le greffage sur le noyau ou la 
couche sous-jacente d'une couche constitute de composes 
amphiphiles . 

II peut s'agir du greffage : 

- d'une couche d'acides gras, liee au noyau 
par des liaisons covalentes, et/ou 

- d'un feuillet externe capable de modifier 
le comportement cellulaire du conjugue de 1' invention, 
constitue, par exemple de phospholipides zwitterioniques 
associes ou non a des lipides anioniques et/ou 
cationiques, lie a la couche sous-jacente ou au noyau 
par des liaisons hydrophobes et/ou ioniques et/ou 
hydrogenes . 

Une forme de mise en oeuvre preferee de 
l'etape (b) du procede de 1' invention consiste a a j outer 
a des vecteurs particulaires prepares conf ormement a 
l'etape (a), dont la concentration exprimee en noyau 
cationique est comprise entre 1 et 20 mg/ml, une 
solution d* oligonucleotides a une concentration comprise 
entre 1 et 20 mg/ml, de fagon a obtenir un rapport 
oligonucleotides /vecteurs particulaires compris entre 2 
et 40%, et de preference entre 5 et 20%, selon une 
cinetique d'ajout de la solution d* oligonucleotides 
comprise entre 5 ul/ml/h et 300 ul/ml/h, et a une 
temperature d' incubation comprise entre 20°C et 60°C, et 
preferentiellement entre 40°C et 50°C, 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1* invention apparaitont des exemples qui suivent qui 
concernent la preparation et 1 ' utilisation des vecteurs 
particulaires et des conjugues de 1 1 invention et qui se 
referent aux dessins en annexe dans lesquels : 
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- La figure 1 represente l'effet de la 
densite de charge sur la cytotoxicity des NPS 
cationiques. Des NPS cationiques possedant differentes 
densites de charges sont incubes avec des cellules HL60. 

5 Apres 72 heures d' incubation la viabilite cellulaire est 

determinee par un test au MTT. 

- La figure 2 represente l'effet du taux de 
reticulation (rapport epichlorhydrine/unites ose) sur la 
cytotoxicity des NPS cationiques. Des NPS cationiques 

10 (1,4 mEq/g) possedant differents taux de reticulation 

sont incubes avec des cellules HL60. Apres 72 heures 
d' incubation la viabilite cellulaire est determinee par 
un test au MTT. 

- La figure 3 represente l'effet de la 
15 reticulation sur les caracteristiques des conjugues 

Antisens Biovecteur. Des NPS cationiques (1,4 mEq/g) 
possedant differents taux de reticulation sont conjugues 
a des Antisens. Apres conjugaison les rendements 
d' association ( ■ ) et la stabilite en PBS (phosphate 
20 Buffered Saline) ( A ) sont determines en fonction du 

taux de reticulation de NPS . 

- La figure 4 represente les cinetiques de 
degradation des oligonucleotides dans differents 
milieux. Des oligonucleotides libres (symboles vide) ou 

25 conjugues au biovecteurs (symboles pleins) sont incubes 

dans du milieu de culture complemente en serum 

( ■;□ ) , milieux de culture complemente en serum 

inactive (A; A) et en plasma humain ( • 'O ) . Apres 
incubation, les echantillons sont analyses par 
30 electrophorese (20% PAGE) et autoradiographie . La 

quantite d' oligonucleotides non degrades est exprimee en 
pourcentage du temoin (TO). 

- La figure 5 represente la cinetique de 
penetration des oligonucleotides dans les cellules. Des 

35 cellules MCF7 sont incubees avec des oligonucleotides 
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libres ( B»D ) ou conjugues aux biovecteurs (AiA). 
Deux concentrations differentes d* oligonucleotide sont 

utilisees, 0,8 ug/ml ( D;A) e t 6,2 ug/ml ( B;D ). 
Apres differents temps d' incubation, la penetration 

5 cellulaire des oligonucleotides etaient determinee par 

cytometrie en flux. 

La figure 6 represente l'activite 
cellulaire des conjugues Antisens biovecteurs. Des 
oligonucleotides Antisens ciblant 1' oncogene c~myc (15 

10 mers phosphorothioate) sont conjugues a des biovecteurs. 

Ces oligonucleotides libres ou conjugues aux biovecteurs 
ainsi que les biovecteurs libres sont incubes avec 
5 x 10 4 cellules HL60. A differents temps d' incubation, 
la proliferation cellulaire est determinee par un test 

15 MTT. Les resultats sont exprimes en Densite Optique a 

570 run. 

La figure 7 represente 1 1 activite 
cellulaire des conjugues Ribozymes /Biovecteurs . Des 
oligonucleotides Ribozymes ciblant 1' oncogene c-myb {35 

20 mers) sont conjugues a des biovecteurs ou a de la 

Lipof ectamine. Ces Ribozymes libres ou conjugues (figure 
7a) , ainsi que differents controles, conjugues 
Biovecteurs Ribozyme inactif, conjugues Biovecteurs 
Scrambled Ribozyme, conjugue Ribozyme inactif 

25 lipof ectamine et biovecteur libre (figure 7b), sont 

incubes avec 2 x 10^ cellules. Les resultats sont 
exprimes en pourcentage de proliferation cellulaire par 
rapport au controle (cellules non traitees) 

La figure 8 represente 1 ' inhibition 

30 specif ique de la synthese d'une proteine par un antisens 

phosphorothioate (ODM-PO) ou phosphodiester (ODM-PD) 
conjugue aux biovecteurs. L' inhibition de la production 
de P185-erb2 est mesuree apres incubation de cellules 
SK-Br3 avec differentes preparations d 1 oligonucleotides . 

35 Les resultats sont exprimes en pourcentage d* inhibition 
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par rapport au controle (cellules non traitees) . Dans 
cette figure les abreviations des differentes 
preparations d* oligonucleotides ont les significations 
suivantes : SMBV = Biovecteur vide ; SMBV-AS = Conjugue 

5 Biovecteur antisens ; SMBV-SC = Conjugue Biovecteur 

"scramble" ; DOTAP = DOTAP seul ; DOTAP-AS = Conjugue 
antisens Biovecteur ; DOTAP-SC = Conjugue DOTAP 
"scramble" ; Control = Cellules seules ; Control-AS = 
Antisens libres ; Control-SC = "Scramble" libre. 

JO - La figure 9 represente 1* inhibition de la 

proliferation d'une lignee SK-Br3 par des conjugues 
biovecteurs Antisens anti erb2 . La proliferation de 
cellules SK-Br3 est determinee apres incubation des 
cellules avec un antisens anti erb2 conjugue des 

15 biovecteurs. Les resultats sont exprimes en nombre de 

cellules en fonction du temps. Le controle correspond a 
des cellules traitees en absence d' oligonucleotide et de 
biovecteur. 

20 Exemole 1 : Preparation de Novaux 

Polvsaccharidigues Cationicrues possed ant differents taux 
de charge. 

Dans un reacteur de 3 litres, on solubilise 
lOOg de Glucidex 2 (Roquette, France) dans 0.2 litres de 

25 NaOH 2N. Lorsque la solution est homogene, on introduit 

1' agent de reticulation, epichlorhydrine (Fluka, 
Suisse) , avec un rapport molaire (mole 

d'epichlorhydrine/mole d'unite glucose) de 10%. Apres la 
fin de 1' addition, la preparation est maintenue sous 

30 agitation pendant 12 heures a 20°C. On ajoute ensuite le 

Glycidyl Trimethylammonium Chloride (GTMA, Fluka, 
Suisse) . De facon a obtenir differents taux de charge, 
plusieurs rapports molaires GTMA/ unite glucose sont 
utilises (Table 1) . Lorsque tout le GTMA est ajoute, on 

35 laisse la preparation sous agitation pendant 8 heures a 

20°C. Le gel ionique obtenu est ensuite disperse dans 2 
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litres d'eau osmosee, neutralise avec de 1'acide 
acetique et homogeneise par un homogeneisateur Rannie 
(type Minilab 8:30) a une pression de 1000 bars. 

Les Noyaux Polysaccharidiques (NPS) ainsi 
5 obtenus sont ultrafiltres sur une membrane de 30 Kd 

(Incelltech, France) et filtres sur une cartouche 
0.45 ]m (Millipore, France). 

Dans le tableau 1 ci-dessous, le taux de 
charge des NPS obtenus est determine par analyse 
10 elementaire du taux d' azote present dans le gel. 

Tableau 1 


Numero 

Rapport GTMA/unite 
qlucose (%) 

Charge finale 
(mEcr/cj) 

NPS-1 

26 

0,8 

NPS-2 

29 

1,0 

NPS -3 

38 

1,2 

NPS -4 

50 

1,4 


Ainsi en modulant le rapport initial 
GTMA/unite glucose il est possible de moduler la densite 

15 de charge des NPS cationiques. 

Ces travaux et ceux realises sur d'autres 
polysaccharides, ont permis de demontrer qu'il est 
possible de modifier la densite de charge des NPS dans 
une gamme de 0 a 2 mEq/g correspondant a un rapport 

20 GTMA/unite glucose de 0 a 70%. Pour la synthese des 

conjugues de 1' invention, il est necessaire que la 
charge soit comprise entre 0.6 et 1,8 mEq/g et de fagon 
preferentielle entre 0,8 et 1,6 mEq/g. 

25 Exemole 2 : Preparation de Noyaux 

Polvsacch a ridicrues Cationiques possedant different taux 
de reticulation. 

Le tableau 2 ci-dessous rapporte les 
differents NPS cationiques prepares selon l'exemple 1 

30 avec des rapports molaires epichlorhydrine/unite glucose 

variable et un rapport GTMA/unite glucose constant (50%) 
permettant d'obtenir une charge de 1,4 mEq/g de gel. 
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Tableau 2 


Numero 

Rapport Epichlorhydrine /unite glucose 
(%) 

NPS-5 

0 

NPS-6 

6,7 

NPS-7 

10,0 

NPS-8 

12, 5 

NPS-9 

16,7 


Ces travaux et ceux realises sur d'autres 
polysaccharides, ont permis de demontrer que les 
rapports utilisables sont compris entre 0 et 20% 
10 correspondant a la modification d'une unite glucose sur 

cinq. Pour la preparation des conjugues de 1 1 invention 
le rapport est compris entre 6 et 20%, et 
preferentiellement entre 10 et 15%. 

15 Exemole 3 : Preparation de Biovecteur 

Suoramoleculaire dit " SMBV-liaht ■ . 

La preparation des biovecteurs se deroule en 

deux etapes principales : (1) la synthese des Noyaux 

polysaccharidiques (NPS) cationiques, {2) 1 ' association 
20 de lipides aux NPS, dite synthese des biovecteurs (type 

light) . 

(1) Svnthese des NPS ca t ionioues . 
500 g de maltodextrines Glucidex (ROQUETTE) 
sont solubilises avec 0.880 litres d'eau dans un 
25 reacteur thermostate a 20°C sous agitation. Puis, l'on 

introduit environ 7 g de NaBH 4 et on laisse 1 heure sous 

agitation. 

220 ml de NaOH 10M sont rajoutes puis 30,25 
ml d ' epichlorydrine (Fluka) . Apres 12 heures de 
30 reaction, 382,3 g de glyc idyl trime thy lammonium chloride 
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(Fluka) sont introduits et le melange est maintenu sous 
agitation durant 10 heures. 

Le gel est dilue avec 8 litres d'eau 
demineralisee et neutralise a l'acide acetique glacial. 

5 L'hydrogel obtenu est broye par 

1 ' intercnediaire d'un homogeneisateur a haute pression 
(RANNIE Lab). La pression exercee .est de 400 bars. A 
1' issue de cette etape, les matrices dispersees ont un 
diametre moyen de 60 nm. 

10 La purification s'opere par des etapes 

successives de : 

- microf iltration 0,45 |im pour eliminer les 
particules de taille trop importante, et 

diaf iltration a volume constant pour 
15 eliminer les petites molecules (sels, fragments 

polysaccharidiques) . 

Enfin, les NPS sont concentres, recuperes 
dans des flacons steriles et conserves a -20°C. 

20 (2) Svnthese des biovecteurs. 

Les noyaux polysaccharidiques cationiques 
decongeles sont dilues avec de 1 1 eau osmosee dans un 
receptacle en verre dans la proportion de lmg de NPS 
/lml d'eau. La dispersion est placee dans un premier 

25 temps sous agitation magnetique (5-10 minutes) puis 

homogeneisee (RANNIE Minilab) a 400 bars durant 3 
minutes. La dispersion de NPS est placee dans un bain- 
marie a 80°C. 

Les lipides (exemple : melange de leci thine 
30 de jaune d' oeuf /cholesterol) , sous forme de poudre, sont 

peses de telle sorte que la masse totale represente, par 
exemple 20% (w/w) de la masse des NPS. Les lipides 
constitutifs de la membrane sont melanges et solubilises 
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avec 2 ml d'ethanol 95% (v/v) . Les lipides charges 
representent, par exemple, 5 % (w/w) des lipides totaux. 

L'homogeneisateur , est amene a une 
temperature de 60°C minimum par circulation d'eau en 
5 circuit ferme. 

Concomitamment, les NPS disperses a 8 0°C 
sont soumis a une agitation magnetique et la solution 
ethanolique de lipide est injectee dans la dispersion de 
NPS. 

10 L'eau de chauffage de circuit du 

l'homogeneisateur est evacuee et remplacee par la 
dispersion n NPS/lipides M a 80°C. Cette nouvelle 
dispersion est homogeneisee a 450 bars pendant 25 
minutes en circuit ferme a 60°C minimum. A 1 ' issue de 

15 cette etape, la preparation est introduite dans un 

ballon en verre puis soumise a basse pression a 6 0°C 
pour eliminer l'ethanol reste en solution. SI 
necessaire, les biovecteurs obtenus peuvent etre 
concentres par ultrafiltration, lyophilisation ou 

20 evaporation. 

Les biovecteurs cationiques ainsi obtenus 
sont alors entreposes dans des conditions steriles apres 
filtration sur 0,2 ym. 


25 Exemple 4 : Preparation de Biovecteur 

Supramoleculaire dit M SMBV-complet ; . 

La preparation d'un SMBV-complet est celle 
decrite dans la demande de brevet europeen No. 344 040, 
avec lecithine de jaune d'oeuf /cholesterol (80/20 p/p)- 
30 rapport Lipide/NPS 100%. 

Dans ce mode de realisation, on prepare les 
Biovecteurs Supramoleculaires dit "NPS" de 1' exemple 3, 
que l'on soumet a une etape d'acylation pour obtenir des 
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NPS acyles. Apres phospholipidation, on obtient les 
SMBV-complets . 


Flxgmole 5 : Cy totoxicity des Noyaux 

PQlvsaccharidiaues cationiques. 
Protocole . 

Differentes suspensions de NPS cationiques 
10 sont diluees dans un milieu de culture cellulaire (RPMI 

1640 , Gilco, France) . Les suspensions obtenues sont 
alors mixees avec un volume equivalent de suspension 
cellulaire (lOOuL de Cellule HL60 a 5 10 4 Cellules/ml) . 
Les suspensions cellulaires ainsi preparees sont 
15 incubees 72 heures a 37°C dans un incubateur avec 5% de 

C0 2 . 

Apres incubation, les cellules sont lavees 
en PBS (lOiriM Na 2 HP0 4 /NaH 2 P0 4 , 130 mM NaCl, 2 mM KCl, pH 
7,4) et la viabilite cellulaire est determinee par un 
20 test au MTT. 

Chaque resultat est la moyenne de 2 
experiences independantes effectuees sur six points 
d ' experimentation . 

25 a) Effet de la charge des Novaux 

Polvsacc haridiaues . 

Les NPS de l'exemple 1 (rapport initial 
Epichlorhydrine/unite glucose de 10%) ont ete utilises 
pour montrer 1' effet de charge sur la Cytotoxicity des 
30 NPS cationiques. 

La figure 1 montre les courbes de reponse 
obtenues sur la lignee HL60 et pour des densites de 
charge comprise entre 0,8 et 1,4 mEq/g. II apparait que 
la toxicite cellulaire des NPS est observee pour des 
35 concentrations comprises entre 10 et 150 ug/ml (IC20 

apres 3 jours d' incubation, ) . Cependant, celle ci peut 
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etre modulee par la densite de charges cationiques des 
NPS. 

5 

b) Effet du taux de reticulation. 

La figure 2 donne les courbes de 
cytotoxicity obtenues avec les cellules HL60 et les NPS 

10 cationiques de 1'exemple 2. Pour cette densite de charge 

(1,4 mEq/g) et pour des taux de reticulation variant de 
0 a 16,7%, la toxicite cellulaire est observee pour des 
concentrations allant de 10a 150 ug/ml (IC20) . De meme 
que pour 1 'effet de charge, la reticulation apparait 

15 comme un parametre important de la toxicite cellulaire 

des NPS cationiques. 

c) Effet synerqique de la Charge et du Taux 
Ho reticulation. 

20 Le tableau 3 ci-dessous resume les resultats 

de Cytotoxicity observes sur lignee HL60 apres 72 heures 
d' incubation pour differents NPS cationiques qui 
different par leur densite de charge et leur taux de 
reticulation. Les resultats sont exprimes en IC20, 

25 concentration de NPS qui inhibe 20% de la proliferation 

cellulaire 72 heures apres incubation. 


Tableau 3 


Numero 

Polysaccharide 

Taux de 
reticulation* 
(%) 

Charge 
(mEq/g) 

IC20 
(Vig/ml) 

NPS-1 

Glucidex 2 

10,0 

0,8 

>150 

NPS-2 

Glucidex 2 

10,0 

1,0 

90 

NPS-3 

Glucidex 2 

10,0 

1,2 

48 

NPS-4 

Glucidex 2 

10,0 

1,4 

12 

NPS -5 

Glucidex 2 

0 

1,4 

76 

NPS-6 

Glucidex 2 

6,7 

1,4 

17 

NPS-7 

Glucidex 2 

10,0 

1,4 

10 

NPS- 8 

Glucidex 2 

12,5 

1,4 

8 
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NPS-9 

Glucidex 2 

16,7 

1,4 

4 

NPS-10 

Tackidex 

12, 5 

1,9 

3 

NPS-11 

Tackidex 

12,5 

1,6 

5 

NPS-12 

Tackidex 

20,0 

0,5 

>150 

NPS-13 

Glucidex 6 

20,0 

0,7 

36 

NPS-14 

Glucidex 2 

12,5 

0,8 

>150 

NPS-15 

Glucidex 2 

0 

1,0 

>150 


(*rapport initial epichlorhydrine/unite 
glucose) et differentes charges des NPS cationiques. 

Ces resultats indiquent qu'il existe un 
effet synergique entre Cytotoxicity induite par la 
5 densite de charge et par le taux de reticulation des NPS 

cationiques. Ainsi, il est possible de moduler la 
toxicite cellulaire des NPS cationiques en modulant les 
conditions de synthese de ces NPS. 

Pour la preparation des conjuges 
10 oligonucleotides /biovecteurs, la recherche d'une 

toxicite minimale et d'un rendement maximal 
d' association doit conduire a l'obtention d'un 
compromis. Celui-ci, peut-etre realise pour des charge 
comprises etre 0.8 et 1.6 mEq/g et des taux de 
15 reticualtion de 10 a 15%. 

Exemole 6 : Charaement d' Oligonucle otide 
dans des N PS cationiques. 

Methodes . 

20 Une solution d' oligonucleotide (antisens de 

15 mer) a 2,5 mg/ml en eau est lentement ajoutee (5ul/ml 
toutes les heures) a une solution de NPS cationiques a 
1 mg/ml maintenue a 45°C sous agitation magnetique. 
Ainsi, le rapport Oligonucleotide/NPS est de 5% (p/p) . 

25 Apres le dernier ajout d' oligonucleotide la preparation 

est incubee 1 heure sous agitation magnetique a 45°C. 

La concentration en oligonucleotides libres 
est determinee par spectrophotometrie apres 
ultrafiltration des preparations. De meme, afin de 

30 determiner la stabilite du complexe vis a vis de la 

force ionique, la preparation est incubee en PBS (10 mM 
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NaH 2 P0 4 /Na 2 HP0 4 , NaCl 130 mM, KC1 2 mM, pH 7.4). Apres 
cette incubation ( 30 min. a 37°C) , les oligonucleotides 
libres et associes au NPS sont separes par 
ultrafiltration et la concentration est determinee par 
5 spectrophotometrie . 

a) Effet de l a charge des NPS cationiques . 
La table 4 ci-dessous resume les resultats 
d' association obtenus pour differentes charges des NPS 
cationiques (0,6; 0,9 et 1,6 mEq/g) et montre 
10 1' influence de charge des NPS cationiques sur les 

rendements d' association et la stabilite en PBS des 
complexes oligemic leotide-NPS . 

Tableau 4 



0,6 mEq/g 
(n=9) 

0,9 mEq/g 
(n=2) 

1, 6 mEq/g 
(n=9) 

Rdt D' association (%) 

61,8 ± 11,5 

80,2 
±12,4 

89,7 
± 6,0 

ODN libre apres PBS (%) 

73 ± 14 

78 ± 8 

46 ± 9 


15 Les resultats obtenus indiquent qu'il existe 

une relation etroite entre la charge des NPS et la 
qualite des conjugues NPS-oligonucleotide mesuree par 
les rendements d' association et leurs stabilites apres 
incubation en PBS. 

20 

b) Effet du taux de reticulation. 

La figure 3 donne les resultats obtenus 
lorsque les NPS de l'exemple 2 sont utilises dans, le 
protocole d' association. 
25 Ces resultats indiquent que pour la charge 

utilisee, 1,4 mEq/g, le taux de reticulation a peu 
d' influence sur les rendements d' association. A 
1 ' inverse 1 ' augmentation du rapport epichlorhydrine/ 
unite de glucose permet d'ameliorer progressivement la 
30 stabilite du complexe apres incubation en PBS. 

Ainsi, la synthese du NPS optimal pour la 
formation des conjugues doit correspondre a un compromis 
entre la densite de charge du NPS et la reticulation du 
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polysaccharide afin de maximaliser les qualites du 
conjugue oligonucleotide-biovecteur et a minimaliser la 
toxicite cellulaire de ceux-ci. 

5 Exemple 7 : Obtention d'un protocole non- 

aareaatif lors de la preparation des conjugues 

oliaonucleotide-biovecteurs . 

Des biovecteurs . prepares comme dans 
1' exemple 4 sont conjugues a des oligonucleotides 
10 (antisens de 18 -meres) en utilisant le protocole decrit 

dans 1' exemple 6 avec un rapport Oligonucleotide/NPS de 
10%. Cependant l'apport d'energie est effectue suivant 
deux methodes : 

Methode 1 : Les oligonucleotides sont 
15 ajoutes a temperature ambiante dans un bain a ultrasons. 

Methode 2 : L'ajout des oligonucleotides est 
effectue sous agitation magnetique a 45°C. 

La methode 1 aboutit a une agregation des 
Biovecteurs, indiquant que les ultrasons ne sont pas 
20 suffisants pour dissocier les agregats Biovecteurs/ 

oligonucleotide. A 1' inverse, la methode 2 aboutit a un 
protocole de conjugaison non-agregatif permettant 
d'obtenir des suspensions homogenes. 

25 Exemple 8 : Preparation d'un connucnae 

oligonucleotide et de Biovecteur 

La tableau 5 ci-dessous donne les 
caracteristiques des conjugues Oligonucleotide- 
Biovecteur obtenus en utilisant un oligonucleotide 

30 antisens [OligoDeoxyNucleotide (ODN) de 15 -meres] ou un 

Ribozyme (OligoRiboNucleotide (ORJST) de 35 -meres), et 
les biovecteurs decrits a 1' exemple 3 doht les NPS 
possedent des caracteristiques definies (par exemple une 
charge de 0,8 mEq/g et un taux de reticulation de 

35 12,5 %) . 
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Le protocole d' association utilise 
correspond au protocole de l'exemple 6. Cependant, la 
solution d' oligonucleotide est ajoutee a raison de 
lOul/ml, toutes les heures pour 4 heures d' incubation. 
5 Ainsi, le rapport oligonucleotide/NPS est maintenu a 

10%. 

Tableau 5 



Ribozyme 

Antisens 

Rendement d' association {%) 

98, 0 ± 2,0 

99,3 + 2,1 

Oligonucleotide libre apres PBS (%) 

9,3 ± 3,6 

5,3 ± 3,5 

Filtrabilite (%) 

95,0 ± 2,4 

98,2 ± 2,4 

Diametre moyen (nm) 

89 ± 3 

85 + 5 


Les resultats montrent que la nature des 
10 oligonucleotides, en particulier leur taille (nombre de 

meres) et leur structure (antisens versus Ribozyme) , a 
peu d 4 influence sur les caracteristiques des conjugues 
oligonucleotides-biovecteurs. De plus, ces resultats 
confirment que le protocole d' association utilise, qui 
15 est un protocole non-agregatif , permet d'obtenir des 

conjugues sterilisables par filtration sur membrane 
0, 2 um. 

Ainsi dans un protocole de conjugaison 

utilisant : 

20 - des biovecteurs a une concentration 

exprimee en NPS cationique comprise entre 1 et 20 mg/ml, 

- des oligonucleotides (par exemple des 
oligonucleotides antisens ou des ribozymes) a une 
concentration comprise entre 1 et 20 mg/ml, 

25 - un rapport oligonucleotide/NPS cationique 

compris entre 2 et 40%, et pref erentiellement entre 5 et 
20%, 

- une cinetique d'ajout de la solution 
d' oligonucleotide comprise entre 5 ul/ml/h et 
30 300 ul/ml/h, 

une temperature d' incubation comprise 
entre 20°C et 60°C, et pref erentiellement entre 40°C et 
50°C, 
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on obtient des conjugues de 1' invention dont 
les caracteristiques f onctionnelles sont remarquables . 

Exemple 9 : Protection des olig onucleotides 
5 apres con-iuaaison avec les biovecteurs 

Des oligonucleotides (phosphodiester , 15 
meres, Genset, France) sont marques au phosphore 32 par 
la methode suivante : marquage de 1'extremite 5' avec de 
l'ATP-[g 32 P] par la T4 polynucleotide kinase (Boehringher 
10 Mannheim, France) , suivi d'une purification sur colonne 

d' exclusion. 

Ces oligonucleotides libres ou conjugues 
avec des Biovecteurs (rapport Oligonucleotide/ NPS 10%) 
sont incubes a une concentration de 6,25 ug/ml dans 
15 differents milieux : 

- RPMI 1640 + 10% de Serum de veau foetal 

- RPMI 1640 + 10% de serum de veau foetal 
inactive (Controle negatif) 

- Plasma humain 

20 A differents temps, les echantillons sont 

preleves, chauffes a 65°C pour detruire les activites 
nucleasiques, et conserves a 4°C jusqu'a 1' analyse. Les 
echantillons sont analyses par electrophorese sur gel 
acrylamide (20%) . Les gels sont autoradiographies et 
25 quantifies sur Kodak DSC 200 systeme. 

La figure 4 montre que la conjugaison des 
oligonucleotides aux Biovecteurs permet d'obtenir une 
protection efficace contre les nucleases. En effet, les 
oligonucleotides libres sont rapidement degrades dans 
30 les milieux contenant du serum actif. Ainsi, dans ces 

milieux la degradation de 1 ' oligonucleotide libre est 
totale apres 45 minutes d' incubation. A 1' inverse apres 
conjugaison aux biovecteurs, la degradation complete des 
oligonucleotides est obtenue apres 6 a 8 heures 
35 d' incubation . 
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Le meme type de profil peut etre obtenu 
apres incubation dans du plasma humain, le temps de 
demie-vie passant de 120 min. a 225 min. , respect ivement 
pour 1 'oligonucleotide libre et conjugue aux 
5 Biovecteurs. 

Exemnle 10 : Penetration cellulaire des 
coniucaies oligonucleotides /Biovecteurs . 
Protocol^ . 

10 Des conjugues Biovecteurs/oligonucleotides 

sont prepares avec un Oligonucleotide marque a la 
fluoresceine (phosphodiester , 18 meres, Genset, France) . 
Les oligonucleotides, soit libres, soit conjugues aux 
biovecteurs sont incubes avec 2 10 5 cellules MCF7 

15 (carcinome mammaire humain) a la concentration de 0.78 

et 6.25 ug/ml. 

Apres incubation des cellules a 37°C, 
celles-ci sont collectees par trypsinisation et lavees 
en PBS. Les cellules sont alors incubees pour 40 min. en 

20 monensine (20ym) et analysees par cytometrie en flux 

possedant un laser d' excitation a 488 nm et un filtre 
d' emission a 530 nm (Becton Dickinson, France). Les 
resultats sont exprimes en unite arbitraire de 
fluorescence obtenue pour 10 4 cellules vivantes. 

25 La figure 5 donne les resultats obtenus et 

montre la capacite des Biovecteurs a augmenter la 
penetration cellulaire des oligonucleotides. En 
particulier, de fagon attendue, la penetration 
cellulaire des oligonucleotides est extremement faible. 

30 A 1' inverse, une penetration cellulaire efficace de 

1' oligonucleotide peut etre obtenue apres conjugaison au 
Biovecteur. Cette penetration est liee a la 
concentration en conjugue oligonucleotide-Biovecteur et 
au temps d' incubation du conjugue et des cellules. 

35 L' association de ces proprietes du conjugue 

Oligonucleotide-biovecteur, stabilisation de 


WO 98/29557 


-32- 


PCT/FR97/02332 


1 'oligonucleotide face a 1' action des nucleases et 
penetration cellulaire, est certainement le point 
important pour 1 'amelioration de l'activite biologique 
des oligonucleotides dans les strategie antisens et 
5 ribozymes. 

Exemole 11 : Activite des coniuaues 

Antisens-Biovecteur sur lianee HL60 

Des biovecteurs sont prepares selon le 
10 protocole decrit a l'exemple 3 dont les NPS possedent 

des caracteristiques definies (par exemple une charge de 
0,8 mEq/g et un taux de reticulation de 12,5 %) . . 

Un antisens ciblant I'ARNm de 1' oncogene c- 
myc (15 meres phosphorothioate , Lynx Therapeutics, 
15 Californie) est conjugue a ces biovecteurs selon le 

protocole decrit a l'exemple 6, avec un rapport 
oligonucleotide/NPS de 5%. 

Les Biovecteurs non conjugues, 

1' oligonucleotide libre ou conjugue aux biovecteurs, 
20 sont incubes a 37°C avec 5 10 5 cellules (lignee HL60) a 

la concentration de luM dans le milieu de culture 
(RPMI1640 + 10% de serum de veau foetal) . A different 
temps, les cellules sont prelevees, lavees en PBS et la 
proliferation cellulaire est determinee par un test au 
25 MTT . 

Les resultats rapportes a la figure 6 
montrent une nette amelioration de l'activite antisens 
qui s'exprime par une inhibition de la proliferation 
cellulaire au cours du temps. II important de noter que 

30 pour la concentration utilisee (1 uM) , 1 ' oligonucleotide 

libre n'est pas capable d'exprimer cette activite. A 
1' inverse, les conjugues oligonucleotide-biovecteurs 
dans les conditions permettent d'inhiber la 
proliferation cellulaire pendant les cinq jours de 

35 1 ' experience . 
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L' oligonucleotide utilise dans ces 
experiences etant un oligonucleotide phosphorathioate, 
par nature resistant aux nucleases presentes dans le 
milieu de culture, cette amelioration de l'activite 
5 antisens semble bien etre due, a 1 ' augmentation de la 

concentration cellulaire en oligonucleotides. 

Exemole 12 : Activite cellulaire des 
coniucrues Ribozvme Biovecteur. 

10 Des biovecteurs sont prepares selon le 

protocole decrit a l'exemple 3 dont les NPS possedent 
des caracteristiques definies (par exemple une charge de 
0,8 mEq/g et un taux de reticulation de 12,5 %) . 

Des ribozymes ciblant le mRNA de 1' oncogene 

15 c-myb (Ribozyme Pharmaceutical Inc., Boulder, Colorado) 

sont conjugues a ces biovecteurs selon le protocole 
decrit a l'exemple 6 avec un rapport oligonucleotide/NPS 
de 5%. De plus, trois controles negatifs sont prepares 
dans les meme conditions, un conjugue de Ribozyme 

20 inactif, Ribozyme incapable de effectuer la coupure 

catalytique du mRNA, un conjugue de " scrambled" 
Ribozyme, Ribozyme incapable de reconnaitre la sequence 
du c-myb, et des biovecteurs vides. Par comparaison a 
l'art anterieur, les ribozymes actifs et inactif s sont 

25 conjugues a de la lipof ectamine . 

Dans ces experiences, 2.10 5 cellules RSMC 
(rat smooth muscle cell) sont incubees en milieu de 
culture sans serum (Optimem) . Apres 48 heures 
d' incubation, 100 ul d' Optimem contenant des 

30 concentrations variables de Ribozymes sont ajoutes aux 

cellules. Apres une nouvelle incubation de 24 heures (3 
heures pour la lipof ectamine) , la proliferation 
cellulaire est stimulee en placant les cellules dans un 
milieu de culture complemente avec 10% de serum de veau 

35 foetal. La proliferation cellulaire est determinee par 

un test au 5 Bromo deoxy Uridine (BrdU) . 
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Les figures 7a et 7b montrent la courbe de 
reponse obtenue pour les conjugues Ribozyme-Biovecteurs , 
des Ribozymes-lipofectamine, ainsi que pour differents 
controles, Biovecteur vide ou conjugue avec des 

5 ribozymes inactifs. Dans les meme conditions les 

Ribozymes actifs ou inactifs non conjugues aux 
biovecteurs ne presentent aucune inhibition de la 
proliferation cellulaire. Dans les memes conditions, la 
lipof ectamine presente une toxicite importante, qui 

10 d'une part ne permet pas d'accroitre la concentration en 

ribozymes, et d' autre part rend difficile la comparaison 
d'activite des ribozymes actifs et inactifs. 

Ainsi, les biovecteurs permettent 

d'augmenter considerablement l'activite biologique des 

15 ribozymes, de maniere avantageuse par rapport a l'art 

anterieur . 

Exemole 13 : Inhibition soecifiaue de la 
synthese d'une oroteine oar un antisens coniuaue aux 
20 biovecteurs . 

Des biovecteurs sont prepares selon le 
protocole decrit a 1'exemple 4 dont les NPS possedent 
des caracteristiques definies (par exemple une charge de 
1,6 mEq/g et un taux de reticulation de 10 %) . . 

25 Deux conjugues d' oligonucleotide-biovecteurs 

sont prepares a partir d'un antisens phosphorothioate 
ciblant le mRNA du pro-oncogene Erb2 (15 meres, Genset, 
France) et de la meme sequence antisens phosphodiester 
(15 meres, Genset, France) . Parallelement , les conjugues 

30 temoins, "scrambled" sequence conjuguee aux Biovecteurs, 

et Biovecteur vides, ont ete prepares. Ces differents 
conjugues sont prepares selon le protocole decrit a 
1'exemple 6 avec un rapport oligonucleotide/NPS de 10%. 
Par comparaison, les memes antisens sont conjugues a du 

35 DOTAP. 
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Dans ces experiences, 7.10 4 cellules SK-Br3 
(lignee d'un adenocarcinome humain qui sur-exprime la 
proteine P185-Erb2) dans 300ul de RPMI 1640 (Gilco, 
France) sont incubees en presence des differentes 

5 preparations : conjugue oligonucleotide Biovecteur, 

oligonucleotide libre ou Biovecteur libre. Les 
incubations sont effectuees a la concentration de 
180ug/ml de Biovecteur correspondant a une concentration 
de 3uM en oligonucleotide. Apres 5 heures d' incubation, 

10 1 ml de RPMI 1640 complements avec 5% de serum de veau 

foetal est ajoute aux suspensions cellulaires et les 
cellules sont de nouveau incubees a 37°C. 

Apres 72 heures d' incubation, les cellules 
sont testees pour la presence de la proteine P185-Erb2. 

15 Pour ce test, les cellules sont collectees, lavees en 

PBS et incubees en presence d'un anticorps anti Erb-2 ( 
OP39, Oncogene Science, France) . L' analyse des cellules 
est realisee au cytometre en flux apres revelation par 
un deuxieme anticorps marque a la f luoresceine . 

20 Les resultats obtenus et presentes a la 

figure 8 montrent 1'apport de la conjugaison aux 
biovecteurs dans 1' expression de l'activite biologique 
d'un antisens. II est particulierement notable qu'il 
n'existe pas de difference significative entre 

25 l'activite des antisens phosphodiester et 

phophorothioate . Cette absence de difference est 
certainement 1' expression de la protection de 
1' oligonucleotide apres conjugaison aux Biovecteurs. 
D' autre part, les antisens sont deux fois plus actifs 

30 apres conjugaison aux Biovecteurs qu' apres conjugaison 

aux lipides cationiques classiquement utilises (DOTAP) . 

Exemole 14 : Activite bioloai oue in-vitro 
d'un antisens coniuaue aux biovecteu rs (Modele Erb-2) . 
35 Des conjugues oligonucleotides-biovecteurs 

sont prepares dans les conditions decrites a l'exenple 


WO 98/29557 - 36 - PC17FR97/02332 


13 et en utilisant le derive phosphorothioate de cet 
exemple . 

Pour ces experiences de proliferation, 
5 x 10 3 cellules SK-Br3 dans 60 pi de RPM1 1640 (Gilco, 

5 France) sont incubees en presence des differentes 

preparations , conjugue d' oligonucleotide 

phosphorothioate et de biovecteur, d' oligonucleotide 
phosphorothioate libre ou biovecteur libre. Les 
incubations sont effectuees a la concentration de 

10 180ug/ml de biovecteur correspondant a une concentration 

de 3yM en oligonucleotide. Apres 5 heures d' incubation, 
200ul de RPMI 1640 complementer avec 5% de serum de veau 
foetal sont ajoutes aux suspensions cellulaires et les 
cellules sont de nouveau incubees a 37°C. 

15 A differents temps, 24, 48, 72, 96 et 120 

heures, les cellules sont collectees par trypsinisation 
et comptees sur un compteurs de cellules {Coultronics, 
France) . Les resultats sont la moyenne de six points 
exper imentaux . 

20 La figure 9 montre la courbe de 

proliferation des cellules apres traitement avec les 
differentes preparations. Dans ces conditions, 
1' oligonucleotide libre est incapable d'inhiber la 
proliferation cellulaire. Il est notable que 

25 1' oligonucleotide ciblant un oncogene permette, apres 

conjugaison aux biovecteurs, d'inhiber completement la 
proliferation cellulaire de cette lignee tumorale. 


30 
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REVINDICATIONS 

1) Conjugue ionique, stable dans un milieu 
biologique, d^un vecteur particulaire comprenant au 

5 moins un noyau hydrophile non liquide cationique et 

d ' oligonucleotides polyanioniques . 

2) Conjugue selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le vecteur particulaire comprend 

10 au moins un noyau hydrophile non liquide constitue d'une 

matrice de polysaccharides ou d' oligosaccharides 
naturellement ou chimiquement reticules dont le taux de 
reticulation est sensiblement celui obtenu par 
reticulation avec entre 5 et 20% de mole 

15 d'epichlorhydrine par mole d'ose dans les 

polysaccharides ou oligosaccharides. 

3) Conjugue selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le vecteur 

20 particulaire comprend au moins un noyau hydrophile non 

liquide constitue d'une matrice de polysaccharides ou 
d' oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules et modifies par des ligands cationiques, dont 
le taux de charges positives est compris entre 0,6 a 

25 1,8 milliEquivalent de charges positives par gramme de 

noyau . 

4) Conjugue d'un vecteur particulaire et 
d* oligonucleotides selon l'une quelconque des 

30 revendications 1 a 3, caracterise en ce que le vecteur 

particulaire comprend au moins un noyau hydrophile non 
liquide constitue d'une matrice de polysaccharides ou 
d' oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules et modifies par des ligands cationiques, dont 

35 le taux de charges positives est compris entre 0,6 a 1,8 

milliEquivalent de charges positives par gramme de noyau 
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et le taux de reticulation est sensiblement celui 
obtenu par reticulation avec entre 5 et 20% de mole 
d 1 epichlorhydrine par mole d'ose dans les 
polysaccharides ou oligosaccharides, et en ce que ledit 

5 vecteur particulaire est conjugue par des liaisons 

ioniques stables en milieu biologique a des 
oligonucleotides polyanionique proteges par ledit 
vecteur particulaire, lesdits oligonucleotides 

polyanioniques etant capables de s'hybrider a un ARNm 

10 cellulaire. 

5) Conjugue selon l'une des revendications 3 
ou 4, caracterise en ce que le taux de charges positives 
est compris entre 0,8 et 1,6 milliEquivalent de charges 

15 positives par gramme de noyau 

6) Conjugue selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 5, caracterise en ce que les 
polysaccharides de la matrice sont choisis dans le 

20 groupe comprenant le dextrane, l'amidon, la cellulose, 

leurs derives et substitues, leurs produits d'hydrolyse 
et leurs sels et esters. 

7) Conjugue selon l'une quelconque des 
25 revendications precedentes, caracterise en ce que le 

noyau hydrophile non liquide est recouvert en totalite 
ou en partie d'au moins une couche de composes 
amphiphiles. 

30 8) Conjugue selon la revendication 7, 

caracterise en ce que les composes amphiphiles sont 
choisis parmi les lipides et phospholipides naturels ou 
synthetiques , les ceramides, les acides gras, les 
glycolipides, les lipoproteines et les tensioactif s . 


35 
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9) Conjugue selon les revendications 7 ou 8, 
caracterise en ce que le noyau hydrophile non liquide 
est recouvert en totalite ou en partie d'une couche 
externe constituee essentiellement de phospholipides 
naturels ou synthetiques et/ou de ceramides, 
eventuellement associes a d'autres composes amphiphiles . 

10) Conjugue selon les revendications 7 ou 
8, caracterise en ce que le noyau hydrophile non liquide 
est recouvert en totalite ou en partie d'une couche 
externe constituee d'acides gras naturels fixes au noyau 
par des liaisons covalentes. 

11) Conjugue selon 1'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
noyau hydrophile non liquide est recouvert en totalite 
ou en partie de deux couches de composes amphiphiles . 

12) Conjugue selon la revendication 11, 
caracterise en ce que le noyau hydrophile non liquide 
est couvert en totalite ou en partie d'une premiere 
couche d'acides gras, elle-meme recouverte en totalite 
ou en partie d'un couche lipidique. 

13) Conjugue selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend, associe au noyau et/ou a une couche externe, 
un principe actif utile pour le transport, l'adressage 
ou la presentation du conjugue au niveau de la membrane 
de la cellule et/ou dans le cytoplasme de celle-ci. 

14) Conjugue selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
oligonucleotides sont des oligodesoxyribonucleotides ou 
des oligoribonucleotides, antisens ou ribozymes, 
eventuellement marques, naturels ou modifies des lors 
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que le marquage ou la modification ne change pas 
substantiellement leur caractere polyanionique . 

15) Composition pharmaceutique, caracterisee 
5 en ce qu'elle comprend un ou plusieurs conjugues selon 

l'une quelconque des revendications 1 a 14 ou un sel 
pharmaceutiquement acceptable dudit conjugue, disperse 
dans des excipients pharmaceutiquement acceptables . 

10 16) Conjugue selon l'une quelconque des 

reven di ca tions 1 a 14 ou composition selon la 
revendication 15, destine a etre utilise pour adresser 
un oligonucleotide dans une cellule. 

17) Vecteur particulaire comprenant au moins 
un noyau hydrophile non liquide cationique constitue 
d'une matrice de polysaccharides ou d ' oligosaccharides 
naturellement ou chimiquement reticules portant une 
charge globale cationique, presentant au moins une des 
caracteristiques suivantes : 

- le taux de reticulation est sensiblement 
celui obtenu par reticulation avec entre 5 et 20% de 
mole d'epichlorhydrine par mole d'ose dans les 
polysaccharides ou oligosaccharides ; 

ladite matrice de polysaccharides ou 
d' oligosaccharides naturellement ou chimiquement 
reticules est modifiee par des ligands cationiques, dont 
le taux de charges positives est compris entre 0,6 a 
1,8 milliEquivalents et avantageusement entre 0,8 et 1,6 
milliEquivalent de charges positives par gramme de 
noyau . 

18) Vecteur particulaire selon la 
revendication 17, caracterise en ce que les 
35 polysaccharides de la matrice sont choisis dans le 

groupe comprenant le dextrane, I'amidon, la cellulose, 


20 


25 
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leurs derives et substitues, leurs prociuits d'hydrolyse 
et leurs sels et esters. 

19) Vecteur particulaire selon I'une des 
5 revendications 17 ou 18, caracterise en ce que le noyau 

hydrophile non liquide est recouvert en totalite ou en 
partie d'au moins une couche de composes amphiphiles . 

20) Vecteur particulaire selon la 
revendication 19, caracterise en ce que les composes 
amphiphiles sont choisis parmi les lipides et 
phospholipides naturels ou synthetiques, les ceramides, 
les acides gras, les glycolipides , les lipoproteines et 
les tensioactifs . 

21) Vecteur particulaire selon les 
revendications 19 ou 20, caracterise en ce que le noyau 
hydrophile non liquide est recouvert en totalite ou en 
partie d'une couche externe constitute essentiellement 
de phospholipides naturels ou synthetiques et/ou de 
ceramides, eventuellement associes a d f autres composes 
amphiphiles. 

22) Vecteur particulaire selon les 
25 revendications 20 ou 21, caracterise en ce que le noyau 

hydrophile non liquide est recouvert en totalite ou en 
partie d'une couche constitute d 1 acides gras naturels 
fixes au noyau par des liaisons covalentes. 

30 23) Vecteur particulaire selon la 

revendication 22, caracterise en ce que la couche 
d* acides gras est elle-meme recouverte en totalite ou 
partie d'une couche lipidique. 


10 


15 


20 


35 


24) Utilisation d'un vecteur particulaire 
comprenant au moins un noyau hydrophile non liquide 
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catiortique, pour adresser un oligonucleotide dans une 
cellule. 

25) Utilisation selon la revendication 24, 
5 dans laquelle le vecteur particulaire est un vecteur 

selon l'une quelconque des revendications 17 a 23. 

26) Utilisation selon l'une des 
revendications 24 ou 25, caracterise en ce que les 

10 oligonucleotides sont des oligodesoxyribonucleotides ou 

des oligoribonucleotidesribozymes, antisens ou 

ribozymes, eventuellement marques, naturels ou modifies 
des lors que le marquage ou la modification ne change 
pas substantiellement leur caractere polyanionique. 

15 

27) Procede de preparation d'un conjugue 
ionique, stable dans un milieu biologique, d'un vecteur 
particulaire comprenant au moins un noyau hydrophile non 
liquide cationique et de sequences courtes d'acide 

20 nucleique polyanioniques, caracterise en ce qu'il 

comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation du noyau cationique : 

- en melangeant un polymere hydrophile, de 
nature polysaccharidique ou oligosaccharidique, 

25 chimiquement ou naturellement reticule avec un agent de 

reticulation dans un rapport compris entre 0,06 et 0,2 
mole, et de preference entre 0,1 et 0,15 mole, d 1 agent 
de reticulation par unite d'ose dans le polysaccharide 
ou 1 ' oligosaccharide, 

30 - en ajoutant au melange ci-dessus un ligand 

cationique de fagon a obtenir un taux de charge du noyau 
compris entre 0,6 et 1,8 et de preference entre 0,8 et 
1,6 millEquivalent par gramme de noyau; 

b) le chargement des oligonucleotides 
35 polyanioniques : 
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10 


15 


20 


- en ajoutant, sous agitation, au noyau 
prepare a 1' etape (a), entre environ 0,02 et 0,4 gramme, 
et de preference entre 0,05 et 0,2 gramme, 
d' oligonucleotide par gramme de noyau, selon un debit 
compris entre environ 0,25 ug d' oligonucleotide par mg 
de noyau et par heure et 6mg par mg de noyau et par 
heure, et de preference entre 4vig/mg/heure et 1 
mg/mg/heure, a une temperature comprise entre environ 
20°C et 60°C et de preference entre 40°C et 50°C. 

28) Procede selon la revendication 27, 
caracterise en ce que avant 1 1 etape (b) , on greffe sur 
la totalite ou sur une partie du noyau prepare a 1' etape 
(a) une couche constitute de composes amphiphiles. 

29) Procede selon la revendication 28, 
caracterise en ce que l'on greffe sur la totalite ou une 
partie de la premiere couche recouvrant le noyau une 
seconde couche constitute de composes amphiphiles. 


30) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 27 a 29, caracterise en ce que 1' etape 
(b) consiste a a j outer a des vecteurs particulaires 
prepares conformement a 1' etape (a) avec ou sans 

25 couche (s) externes de composes amphiphiles, dont la 

concentration exprimee en noyau cationique est comprise 
entre 1 et 20 mg/ml, une solution d' oligonucleotides a 
une concentration comprise entre 1 et 20 mg/ml, de faqon 
a obtenir un rapport oligonucleotides/vecteurs 

30 particulaires compris entre 2 et 40%, et de preference 

entre 5 et 20%, selon une cinetique d'ajout de la 
solution d' oligonucleotide comprise entre 5 ul/ml/h et 
300 ul/ml/h, et a une temperature d' incubation comprise 
entre 20°C et 60°C, et pref erentiellement entre 40°C et 


WO 98/29557 


1/9 


PCT/FR97/02332 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


WO 98/29557 PCT/FR97/02332 

2/9 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



(%) |3«iaf xao 


FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


WO 98/29557 


5/9 


PCT/FR97/02332 


i 



I 


FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


WO 98/29557 


PCT/FR97/02332 


7/9 


80,0 x 


£ 60,0 


40,0 -- 


£ 20,0 


Activile cellulaire dcs coniucucs Ribo/vmc Riovecteur 


Fig 7.5i 


— Conjugue BVSM-Ribozyme Actif 

Ribozyme Aciif librc 
— •— Conjuguc Lipofcctamine Ribozyme Actif 



0,0 


j_ 

o.i i 

Conccnlration (jiM) 


0,01 


10 


80,0 t 


£ 60,0-- 



Fig. 7.b 


40,0 -- 


20,0 


— Conjugue BVSM-Ribozyme Inactif 
—o— Conjugue BVSM-Srambled Ribozyme 
-■—Conjugue lipofectamine-Ribozyme Inaclif 
-*-BVSM libre 


0,0 


■+- 


h 

0,1 I 

Concentration (fiM) 


0.0 1 


10 


FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


WO 98/29557 


PCI7FR97/02332 


9/9 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inte. >nal Application No 

PCT/FR 97/02332 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/88 C12N15/10 A61K9/51 
A61K47/48 


C12N15/11 C12N9/00 


According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 


B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N A61K 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 Cftation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


M. BERTON ET AL: "Delivery of 
oligonucleotides by synthetic low density 
lipoproteins : incorporation and stability 
studies" 

PROCEEDINGS OF THE 21ST INTERNATIONAL 
SYMPOSIUM ON CONTROLLED RELEASE OF 
BIOACTIVE MATERIALS, 

vol. 21, 27 - 30 June 1994, NICE , FRANCE, 
pages 83-84, XP002042293 
cited in the application 


1,24 


2-23, 
25-30 


see the whole document 


Further documents are listed in the continuation of box C. 


0 


Patent family members are listed in annex. 


* Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earner document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority daimfs) or 
which is acted to establish the p ub licati o n date of another 
cttation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 


'X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"V document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined wfth one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


9 April 1998 


Date of mailing of the international search report 


23. 04. 1998 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi* 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 


Le Cornec, N 


Form PCT71SA/210 (aecord sheet) (Jury 1992) 


page 1 of 3 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inter rial Application No 

PCT/FR 97/02332 


C(Cominuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category • Citation of doeumant with mcboaton, whera appropriate, of tha rabvant paaaagea 


RatavanttaclaimNo. 


M. PEYROT: "Les biovecteurs 
supramoleculaires, une nouvelle generation 
de transporters de principes actifs" 
S.T.P. PHARMA PRATIQUES , 
vol. 4, no. 5, June 1994, 
pages 344-346, XP002O42294 
see the whole document 

WO 92 21329 A (A ET S BIOVECTORS) 10 

December 1992 

cited in the application 

see claims; examples 14,19-21 

MIGUEL DE I ET AL: "SYNTHESIS AND 
CHARACTERIZATION OF SUPRAMOLECULAR 
BIOVECTOR(SMBV) SPECIFICALLY DESIGNED FOR 
THE ENTRAPMENT OF IONIC MOLECULES" 
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 
vol. 1237, no. 1, 1995, 
pages '49-58, XPOO0601223 

*see the whole document in particular page 55 right 
hand column and Dage 57 left hand column* 

WO 92 21330 A (A ET S BIOVECTEURS) 10 

December 1992 

cited in the application 

see page 8, line 21 - line 25; claims; 

example 6 

see page 3, line 20 - line 25 

A.R. THIERRY ET AL: "Liposomal Delivery 
as a new approach to transport anti sense 
oligonucleotides" 

GENE REGULATION . BIOLOGY OF ANTISENSE RNA 
AND DNA , 

vol. 1, 1992, ROBERT P. ERICKSON AND 
JONATHAN G. IZANT .RAVEN PRESS, NEW YORK, 
USA, 

pages 147-151, XP002O40368 

*see the whole document in particular pages 149-150* 

WO 94 20078 A (A ET S BIOVECTEURS) 15 

September 1994 

cited in the application 

see claims; examples 2,5 

-/- 


1-30 


1-30 


1-30 


1-30 


1-30 


1-30 


Form PCT/tSA/210 (contonuation of second shoet) (July 1992) 


page 2 of 3 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


PCT/FR 97/02332 


C^ Continuation) DOCUMENTS C0K31DERED TO BE RELEVANT 


CtttQon' OUSaa o) dooumant with ntfc uli on.wtww appropriate o) th» wlwwnt p aw aj i 


P.X 


M. PEYROT ET AL: "Supramolecular 

biovectors (SMBV): a new family of 

nanoparticulate drug delivery systems. 

Synthesis and structural characterization" 

INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS, 

vol. 102, 1994, 

pages 25-33, XP0G2042295 

see page 31 

see page 26; figure 1 

C. CHAVANY ET AL: "Adsorption of 

oligonucleotides onto 

polyi sohexyl cyanoacrylate nanoparti cles 

protects them against nucleases and 

increases their cellular uptake" 

PHARMACEUTICAL RESEARCH , 

vol. 11, no. 9, 1994, 

pages 1370-1378, XP002042296 

cited in the application 

see the whole document 

EP 0 344 040 A (CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS)) 29 November 
1989 

cited in the application 

see page 5, line 46 - line 55; example 1 

see page 5, line 5 - line 37 

M. BERTON ET AL: "Improved 

oligonucleotide uptake and stability by a 

new drug carrier, the SupraMolecular 

BioVector (SMBV)" 

3I0CHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA , 

vol. 1355. 10 January 1997, 

pages 7-19, XP002042297 

see the whole document 

in particular page 9, page 11 right-hand paragraph 
and page 16 last paragraph 


S.P. VYAS ET AL: "Self-assembling 
supramolecular biovectors: a new dimension 
in novel drug delivery systems " 
PHARMAZIE, 

vol. 52, no. 4, April 1997, 
pages 259-267, XP002042298 


1-30 


1-30 


1-30 


1-30 


Fosn PCT/lSA/210 (eontnuatwn at uoanl cnest) (July 193Z) 


page 3 of 3 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inte rn a tion a l application No. 

PCT/FR 97/02332 


Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
I. fin ClaimsNos.: 

' — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
see supplementary sheet CONTINUATION OF INFORMATION PCT/ISA/210 


2. QJ ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 


3. [J ClaimsNos.: 

— 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 


Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 


This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 


1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. j I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 


4. I 1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 


Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant* s protest. 

|~ j No protest accompanied the payment of additional search fees. 


Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 
PCT/FR 97/02332 


Observation: Although claims 24-26 (insofar as an in vivo method is concerned) concern a 
method for the treatment of the human/animal body (PCT Rule 13.1 (IV)), the search was 
carried out on the basis of the effects attributed to the product/composition. 


Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent family members 


Intet >nal Application No 

PCT/FR 97/02332 


Patent document 

Publication 

Patent family 

Publication 

cited in search report 

date 

member(a) 

date 

WO 9221329 A 

10-12-92 

FR 2677249 A 

11-12-92 



AT 152619 T 

15-05-97 



CA 2088759 A 

05-12-92 



DE 69219561 D 

12-06-97 



DE 69219561 T 

13-11-97 



EP 0542969 A 

26-05-93 



JP 6500570 T 

20-01-94 


WO 9221330 A 


10-12-92 


FR 2677272 A 
AT 145822 T 
CA 2088910 A 
DE 69215652 D 
EP 0547191 A 
JP 6500795 T 


11-12-92 

15- 12-96 
06-12-92 

16- 01-97 
23-06-93 
27-01-94 


W0 9420078 A 15-09-94 FR 2702160 A 09-09-94 

AT 158179 T 15-10-97 

CA 2157384 A 15-09-94 

DE 69405718 D 23-10-97 

DE 69405718 T 19-03-98 

EP 0687173 A 20-12-95 

EP 0782851 A 09-07-97 

EP 0787479 A 06-08-97 

JP 8507765 T 20-08-96 


EP 344040 A 

29-11-89 

FR 

2631826 A 

01-12-89 



ES 

2054048 T 

01-08-94 



WO 

8911271 A 

30-11-89 



JP 

4500662 T 

06-02-92 



US 

5151264 A 

29-09-92 


Form PCT/lSA/210 (patent family annex) (July 1992) 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Dem tntomstionate No 

PCT/FR 97/02332 


A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/88 C12N15/10 
A61K47/48 


A61K9/51 C12N15/11 C12N9/O0 


Seton to ^rihriw atfa ii udj unaJe daa brevets (CIB) ouato torn —ton la ctosaincabon nattonaJe et la CIB 


B. DOMAB4ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Pdouhim tattoo nurtiiiuto ccjnsultssi (systems da fltoiiifioauon ai 

CIB 6 C12N A61K 

uivi dee symboles da damn 

lent) 



Oocumontauun oonsuitee autre pus la dooumenlabflft ffltnvnala 

dan* la meeure ou on docut 

nertts retovent daa domewes i 

act baqueJs a po 

ta ta recherche 


Base da donnaoa esMtroittqus oonauHaa au cours da la recherche 


(nam da la bosa da dormeee, at ai eaia est reetiaahto, tonne* da recherche 


C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Catagorie* Ide n ti fic atio n daa documents cites, avo, to caa achaajtt, rcndtcation daa passagoa partinanta 


M. BERTON ET AL: "Delivery of 
oligonucleotides by synthetic low density 
lipoproteins : incorporation and stability 
studies" 

PROCEEDINGS OF THE 21ST INTERNATIONAL 
SYMPOSIUM ON CONTROLLED RELEASE OF 
BIOACTIVE MATERIALS, 

vol. 21, 27 - 30 juin 1994, NICE , FRANCE, 
pages 83-84, XP002042293 
cite dans la demande 


voir le document en entier 


1,24 


2-23, 
25-30 


LI 


Voir la suite du oadra C pour la fin da ta bate da* documents 


m 


Lee documents de familei da brevets aont intficues en annexe 


* Categories speokues de document* obis: 

"A* document def tntssant retat general de ta technique, non 

considere oomme particulientment pertinent 
'E* dooument anterieur, mais puMie a ta date de depot mtamaliutm] 

ou apree oatte date 
V document pouvant )eter un doute sur une revendnobon da 

pnonta ou cite pour determiner ta date de publication d'une 

autre cttabon ou pour une raison epectaJe (teOe qu'mdiquee) 
"O* document ae referent a une divufaattonorato, a un usage, a 

une exposition ou tous outres moyens 

*P* dooument pubis avant to date de depot international, mais 
pea tone uremwu a to date de pnonte ravendiquca 


T* dooument utterieurpubfieapres la date de depot international ou to 
data da priorite etn'aspartenenantpas a retat de to 
techmqua pertinent, mais orte pour oomprendre le pruuupe 
ou to trieorto constituent to base def invention 

"X" document pejticuQeiement pertinent; rmvention revendiouee ne peut 
etre oortsideree oomme nouveito ou oomme impnouant une eobvite 
■tventrve par rapport au document oonsidcro ntofctanent 

*Y* dooument partku Cerement pertinent; rmvention nwendiquee 

ne peut etre constderee oomme tmpbquant une activrta vrvenbve 
kxsque to document eat essocie a un ou pjusieure autre* 
documenta de meme nature, ectte combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

'&* document qui fait partie de to meme tamiOede breveta 
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■uvnniieaiiwfi obb BDcunwiHs tues, avec,ie casocnoant, I I nuicsiion OOS passages perunonis 

no* Qw9 rwvffncti Offiron 8 vur> m 

Y 

M. PEYROT: "Les biovecteurs 

supramolecul aires, une nouvelle generation 

de transporteurs de principes actifs" 

S.T.P. PHARMA PRATIQUES , 

vol. 4, no. 5, juin 1994, 

pages 344-346, XP002042294 

voir le document en entier 

1-30 

Y 

WO 92 21329 A (A ET S BIOVECTORS) 10 

decembre 1992 

cite dans la demande 

voir revendi cations; exemples 14,19-21 

1-3G 

Y 

MIGUEL DE I ET AL: "SYNTHESIS AND 

CHARACTERIZATION OF SUPRAMOLECULAR 

BIOVECTOR(SMBV) SPECIFICALLY DESIGNED FOR 

THE ENTRAPMENT OF IONIC MOLECULES" 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 

vol. 1237, no. 1, 1995, 

pages 49-58, XP0OO501223 

* le document en entier plus 

parti culierement page 55 colonne de 

droite et page 57 colonne de gauche * 

1-3G 

Y 

WO 92 21330 A (A ET S BIOVECTEURS) 10 

decenbre 1992 

cite dans la demande 

voir page 8, ligne 21 - ligne 25; 

revendi cations; exemple 6 

voir page 3, ligne 20 - ligne 25 

1-30 

Y 

A.R. THIERRY ET AL: "Liposomal Delivery 
as a new approach to transport anti sense 
oligonucleotides" 

GENE REGULATION . BIOLOGY OF ANTI SENSE RNA 
AND DNA , 

vol. 1, 1992, ROBERT P. ERICKSON AND 
JONATHAN G. IZANT .RAVEN PRESS, NEW YORK, 
USA, 

pages 147-161, XP002040368 
* le document en entier plus 
parti culierement page 149-150 * 

1-30 

Y 

WO 94 20078 A (A ET S BIOVECTEURS) 15 

septembre 1994 

cite dans la demande 

voir revendi cations; exemples 2,5 

1-30 
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Demi 
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C< suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Catogonol loantWcattan des documents cites, avec.te cas ache ant, r indication dps 


passages pertinents 


P.X 


M. PEYROT ET AL: "Suprarnolecular 

biovectors (SMBV): a new family of 

nanoparticulate drug delivery systems. 

Synthesis and structural characterization* 

INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS, 

vol. 102, 1994, 

pages 25-33, XP002042295 

voir page 31 

voir page 26; figure 1 

C. CHAVANY ET AL: "Adsorption of 

oligonucleotides onto 

pol yi sohexyl cyanoacryl ate nanoparti cl es 

protects them against nucleases and 

increases their cellular uptake* 

PHARMACEUTICAL RESEARCH , 

vol. 11, no. 9, 1994, 

pages 1370-1378, XP002042296 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

EP 0 344 040 A (CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS)) 29 novembre 
1989 

cite dans la demande 

voir page 5, ligne 46 - ligne 55; exemple 
1 

voir page 5, ligne 5 - ligne 37 

M. BERTON ET AL: "Improved 

oligonucleotide uptake and stability by a 

new drug carrier, the SupraMolecular 

BioVector (SMBV)" 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA , 

vol. 1355, 10 janvier 1997, 

pages 7-19, XP002042297 

voir le document en entier plus 

parti culierement page 9, page 11 

paragraphe de droite et page 16 dernier 

paragraphe 

S.P. VYAS ET AL: "Self -assembling 
suprarnolecular biovectors: a new dimension 
in novel drug delivery systems " 
PHARMAZIE, 

vol. 52, no. 4, avril 1997, 
pages 259-267, XP002042298 
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i i and* tntcmationaJe rr* 

PCT/FR 97/02332 


Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revindication* ne pouvaient pas fairs lobjet d uns recherche 
(suits du point 1 de la premiere feuUie) 


Contermenwrt a lartide 17.2)a), certaines revendicattora n'ont pas (ait lobjet d uns recherche pour las motifs aurvants: 

1. 1 X I tat ravandicatiwiB n°* 

as rapportent a un objet a regard duquaJ ^administration n'eat pas tenue ds procsder a la recherche, a aavoir: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEHENTS PCT/ISA/210 


2. | | Lea ravsndteattons n°* 

as rapportent a dea partiaa da la demands Internationale qui ns rsmptiaaent pas auffiaamment lea o onc fi fena presentee pour 
qu'une recherche significative puaae etre effectuee, en parttcuber: 


3. I | Let revendtcationan 0 * 

sont dat revendicaiions dependants* et ne sont paa redtgeea conformement aux dispositions de la deuxieme at de la 
troisieme pnraaea de ia regie 6.4.a). 

Cadre il Observations • lorsqu'il y a absence d'unrte de invention (suits du point 2 de la premiere feuille) 


L'adminjstratjon chargee de la recherche Internationale a trouve piusteurs invent rona dana la demands Internationale, a aavoir: 


1 • I I Comme toutea lea taxee addittonrteilea ont eta payees dana lea deiaia par le deooaant, le present rapport de recherche 
■ — 1 Internationale porta but toutet lea revendicabons pouvant f aire l objet d uns recherche. 

2. CZ3 Comme toutea lea recherohea portant aur las revendicahons qui a'y prstaient ont pu etre eff ectueea sans effort particuiier 
juannant una taxe addittonnelle, I'adminiatration na sollicite le patement daucune taxe da cette nature. 


I | Comme una partis asulsment dee taxee additionnetles demandees a ete payee dans las deiaia par le deposant, le present 
— rsnoort r*mnmr&n Internationale ns porta que aur lea revendwationa pour ieaqueiiea lea taxes ont ete payees, a aavoir 
in* 


4. rj Aucune taxe addrttonneHe demandee na ete payee dana lea deiaia par le deoosant En consequence, le present rapport 
«— » de recherche Internationale ne porte que aur 1' invention mentionnee an premier iieu dana lea revendicaiions; elis est 
couverte oar lea revendicattora n °* 


Remarque quant a la reserve Q Ut taxea additonnelles etaient accempagnees d une reserve de ia can du deposant 

| | La patement dea taxea addittonneliea n'etait assort] d aucune reserve. 


Formuiaire PCT/I SA/21 0 (suite ae ia premiere feuille (1)) (Juillet 1992) 


Demands intern atoonaJe No. PCT/FR 97/02332 


SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 


Remarque : Bien que les revendi cations 24-26 (pour autant que eel a 
conceme une methode in vivo) concernent une methode de traitement du 
corps humain/animal (regie 13.1(IV) PCT), la recherche a ete effectuee et 
basee sur les effets imputes au produit/a la composition. 
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ES 

2054048 T 

01-08-94 



WO 

8911271 A 

30-11-89 



JP 

4500662 T 

06-02-92 



US 

5151264 A 

29-09-92 


Forniuiaira PCT/tSA/210 (annexe tamrite* de brevets) {juiDet 1992) 


This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
J2f black borders 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 


Ihis Page Blank (uspto) 


